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1 Anwendungsbereich und Zweck

Durch die in dieser Norm enthaltenen Festlegungen soll
sichergestellt werden, daR die Ergebnisse spektralphoto-
metrischer, zytochemischer, histochemischer, mikro-
spektralphotometrischer Untersuchungen und anderer
Untersuchungen in allen Anwendungsbereichen des
Xanthenfarbstoffes Eosin Y {= G) [vergleichbar mit
Colour Index (C.I.) 45380] reproduzierbar und damit
der iberregionalen Qualitatskontrolle zuganglich sind.
Insbesondere gilt dies fiir die Verwendung

— des Xanthenfarbstoffes Eosin Y (= G) gemeinsam mit
dem Thiazinfarbstoff Azur B (Trimethylthionin) nach
DIN 58981 Teil1 in der ,,Romanowsky-Giemsa-
Farbung’” nach DIN 58 995 Teil 1.

— des Eosin Y (=G) in der ,Papanicolaou-Farbung”
sowie in anderen zytologischen und histologischen
Farbungen.

2 Begriff

Eosin Y (= G)

Xanthenfarbstoff Eosin Y (= G) = Dinatriumsalz  der
Eosinsaure C.1. 45380 (molare Masse 691,89g - mol—1),
Eosinsdure = 2,3,5,7-Tetrabromfluorescein C.1. 45380 : 2
(molare Masse 647,92 g - mol—1).

Durch Losen von Eosinsdure in entsprechenden Puffern
kann Eosin Y {= G) hergestellt werden.

Der Bezifferung der Substituenten liegt die Nomenklatur
der IUPAC) zugrunde.

Eosin Y Eosinsaure

3 Bezeichnung

Bezeichnung des Farbstoffs Eosin Y (= G), der den Rein-
heitsanforderungen dieser Norm entspricht (2):

Farbstoff DIN 58981 — 2

Medical microbiology; dyes; xanthene dye, fluorescein derivate eosin Y {= G)

NormenausschuR Medizin (NAMed) im DIN Deutsches Institut fiir Normunge.V.

4 Anforderungen

4.1 Extinktionskoeffizient

Der molare dekadische Extinktionskoeffizient ¢ wird als
die wesentliche KenngréBe zur Deklarierung der Farb-
stoffreinheit vorausgestellt. Chemisch reine Eosinsaure,
im Hochvakuum bei erhohter Temperatur bis zur Massen-
konstanz getrocknet, 10—6 mol - L= in 95 % Ethanol 2)
hat bei Vmax = 18900 cm—1 (A, =530 nm) einen
molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten
Nennwert: £=1,13-1051 - mol=1 -cm—1[1]
Kleinstwert: ¢=1-105 - mol—=1 . cm—1.

Prifung nach Abschnitt 5.1

4.2 Reinheit des Eosin Y (= G)

Eosin Y (= G) nach Abschnitt 2 mul die weitiberwie-
gende Fraktion sein. Verunreinigungen dirfen nur in
Spuren vorhanden sein.

Priifung nach Abschnitt 5.2

4.3 Gehalt an anorganischen Verunreinigungen

Der Gehalt an anorganischen Verunreinigungen, bestimmt
als Massenanteil an Sulfatasche, darf einen Grenzwert
von 1% in der einzelnen Charge nicht iiberschreiten.

Priifung nach Abschnitt 5.3

4.4 Losemittelfreiheit
Der Farbstoff muB frei von Losemittel sein.
Prifung nach Abschnitt 5.4

4.5 Stabilitat des Eosin Y (= G)

Der Extinktionskoeffizient und die Reinheit des Eosin Y
{= G) muB bei einer Umgebungstemperatur von 20 bis
25°C fiir mindestens b Jahre stabil sein.

Priifung nach Abschnitt 5.5

1) IUPAC = International Union for Pure and applied
Chemistry

2) Uber die Bezugsquellen gibt Auskunft:
Normenausschul Medizin im DIN Deutsches Institut
fir Normung e.V., Burggrafenstrae 4 —10,
1000 Berlin 30.
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5 Priifung

5.1 Extinktionskoeffizient

Zur Ermittlung des Extinktionskoeffizienten wird ein
auf die Richtigkeit der MeBwertanzeigen Uberpriftes
Spektralphotometer angewendet.

5.2 Reinheit des Eosin Y (= G)

Die Reinheit des Eosin Y (= G) wird mittels Diinnschicht-
chromatographie {DC) ermittelt.

Die DC wird ausgefiihrt: an Kieselgel-Fertigplatten 2)
~5cm-75cm,

Schichtdicke etwa 0,2 mm
bandférmig, Breite = 1 cm
FlieRmittel nach A. Perdih [2]:
Tetrachlorkohlenstoff : Chloro-
form : Eisessig (96%)=5:3: 1.

Auftragungsmodus:
Tragerschicht:

5.3 Gehalt an anorganischen Verunreinigungen

Etwa 1g der Probe, auf 0,2 mg gewogen, im Porzellan-
tiegel mit konzentrierter Schwefelsdure durchfauchten,
tiber Bunsenbrenner veraschen und den Riickstand bei
800°C im Muffelofen bis zur Massenkonstanz glithen,
auswagen.

Wird die Sulfatasche zur Bestimmung von Schwermetatl
verwendet, dann Veraschung in Porzellanschale vor-
nehmen und nur bis 600°C glihen, anderenfalls sind
Verluste von Pb und Zn moglich.

Zitierte Normen und andere Unterlagen

5.4 Losemittelfreiheit

Die Freiheit des Farbstoffs von Losemitteln wird durch
den Nachweis der Massenkonstanz ermittelt:

Probe trocknen im Hochvakuum (Diffusionspumpe mit
Rotationspumpe als Vorvakuum) bis zur Massenkonstanz
bei erhohter Temperatur. Die Temperatur richtet sich
nach der Fliichtigkeit der Ldsemitteleinschliisse. Bei
Temperaturerhéhung muB Zersetzung der Probe ver-
mieden werden. Deshalb ist es erforderlich, nach dem
Trocknen die Reinheit der Probe diinnschichtchromato-
graphisch nach Abschnitt 5.2 zu untersuchen.

5.5 Stabilitit des Eosin Y (= G)
Die Priifung der Stabilitdt des Eosin Y (= G) ist nach den
Abschnitten 5.1 und 5.2 durchzufiihren.

6 Verpackung und Kennzeichnung

Die Verpackung des Farbstoffs soll das Einwirken von

Feuchtigkeit und Licht verhindern.

Auf der Verpackung ist ein Etikett mit folgenden An-

gaben anzubringen:

a) Bezeichnung des Farbstoffs nach Abschnitt 3

b) Angabe des Kations

¢) Angabe der relativen Molekiiimasse des Farbstoff-
salzes

d) Name des Lieferanten

e) Angabe der Liefercharge

f} Angabe von ¢ nach Abschnitt 4.1.

DIN 58981 Teil 1 Medizinische Mikrobiologie; Farbstoffe; Thiazinfarbstoff Azur B
DIN 58995 Teil 1 Medizinische Mikrobiologie; Verfahren zur Anwendung der Farbstoffe; Romanowsky-Giemsa-

Farbung

[1] E. Zipfel, J.-R. Grézes, W. Seifert, H. W. Zimmermann: Uber Romanowsky-Farbstoffe und den Romanowsky-Giemsa-
Effekt, 2. Mitteilung: Eosin Y, Erythrosin B, Tetrachlorfluorescein; Spektrokopische Charakterisierung der reinen
Farbstoffe, Assoziation von Eosin Y; Histochemistry 75 (1982), S. 539-555, Springer-Verlag

[2] A. Perdih, Z. Anal. Chem. 260, S. 278-283 (1972)
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